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Samenvatting
Vaste-fase micro-extractie in de bioanalvse
ln de analytische chernie rvorden nieuwe techr.rickcn cn rnethoden ontwikkeld, die worden
toegepast orn bcpaalde stoÍJèn in een rnengsel (monstcr) tc idcntif iceren en om de sarnenstell ing
van een rnengscl vast te stellen. De analytische methodcn zijn gebaseerd op de lysische en
chemischc igcnschappen van de te onderzoekcn vcrbindingen. Deze eigenschappen zijn veelal
niet spccifick voor slechts één verbinding cn dc analyse wordt bovendien vaak beïnvloed door
de aanwezigheid van andcrc stoffen in een monster (matrix). Om slcchts ccn (groep)
verbinding(en) te rnctcn dienen de overige verbindingen in het monstcr tc worden verwijderd
en of gescheiden van de te analyseren verbindingen. Vervolgcns kunncn de verbindingen
waarin men is geïnteressccrd worden gemeten (gedetecteerd) waarbr; dc dctcctor vaak ook nog
een bijdrage levert aan de selectiviteit van het totale rneetsystccrn. Hct schciderr van een groep
verbindingcn vindt veelal plaats door rniddel van tcchnicken zoals gaschrornatograÍie (GC),
vlocistoÍ-chromatografie (LC) cn capil laire elektroÍbrese (CE). De scheidingssystcrncn kunncn
gekoppeld worden met vcrschcidcne detectietechnieken. Voor GC, waamcc vluchtigc stoffen
kunnen worden gescheiden, wordt veelal gebruik gen.raakt van vlamionisaticdctcctie (FID) en
massaspectrornetrie (MS). LC cn CE kunnen worden gebruikt voor mindcr vluchtigc
(ionogene) verbindingen cn zijn meestal gekoppeld met UV absorptic- cn fluorescentie-detectie
maar kunnen ook gckoppeld worden met MS. Ondanks hct grote scheidend vermogen en de
sclccticve detectie van de modcmc analysesysternen kunnen biologische monstcrs vaak nict
rcchtstreeks worden geïnjectecrd. Door de aanwezigheid van eiwittcr.r cn andcrc matrix
vcrbindingen kunnen de analyscsystcmcn gemakkeli jk verontreinigd en verstopt rakcn. Tcvcns
zijn dc conccntraties van de geneesrniddclcn i  biologische monsters zoals bloed en urinc vaak
laag waardoor het meten van dczc verbindingen rvordt bemoeili jkt. Biologische monsters
kunnen geschikt wordcn gernaakt voor analyse door rniddcl van ccn voorbewerking waarbij een
groot dccl van de storende verbindingcn wordt verwijderd en de concenlratie van de
genecsn.riddclen wordt verhoogd (precor.rccntratic).
Tegcnwoordig bestaan er een groot aantal rnonstervoorbewerkingstechnieken, waarvan
vloeistoÍ'-vlocistof cxtractie (LLE) en vaste-Íàsc xtractie (SPE) de rneest algerneen toepasbare
en derhalve de mcest bekende technieken zijrt. LLE is de meest klassieke procedure van
monstervoorbcwerking en wordt tegenwoordig nog steeds veel toegepast doordat dczc tcchniek
simpcl is en kan worden toegcpast op een breed scala verbindingcn door hetjuiste oplosmiddel
cn de juiste pH te kiezen. SPE knjgt steeds meer aandacht cn verdringt steeds vaker bestaande
LLE mcthoden on.rdat er mcer cn selectievere Íàsen bcschikbaar komen. Tevens kan deze
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extractietechniek ook gcmakkclijk in-lijn worden gecombineerd rnet scheidingssystemen. Met
de huidige modernc wctgcving dicnt stccds mccr aandacht c worden besteed aan het gebruik
van milieu-belastende stoÍïen. Omdat de genoernde tcchnicken aflrankclijk zijn van organische
oplosmiddelen, is miniaturiscring van SPE cn LLE ccn bclangrijkc trcnd. Op deze wijze wordt
hct chcmicaliënverbruik aanzienlijk verminderd terwijl de aantrekkelijke aspecten van de
monstervoorbewerkingstechnieken behouden kunnen worden. Het verkleinen van de dirnensies
is ook van groot belang orndat analyse-systelnen steeds meer worden geminiaturiseerd in
verband met snelheid en scheidingsefficiëntie. Dit heeÍl in SPE onder andere geleid tot de disk-
cn pipetpunt- extractietechnologie. Het verkleinen van het vaste-fase volume heeÍl naast de
reductie van oplosmiddelen ook bijgedragen aan een aanzienli jke ti jdsbesparing bijvoorbeeld
omdat extracties kunnen worden uitgevoerd in het zogenaamde 96-well Íbrmaat. Hierbr.y
worden vele monsters tegelijkertrjd voorbewerkt waardoor de benodigde trjd per monstcr
aanzienli jk is verkort. Echter, omdat voor SPE vele handelingen moeten worden uitgevoerd,
kunnen er bij deze techniek nog gemakkeli jk verliezen van de te bepalen verbir.rdingen
optreden. Doordat er nog steeds geen ideale monstervoorbewerkingmethode is die
oplosmiddelvrij, eenvoudig, efÍlciënt, selectief en goedkoop is en bovendien compatibel is rnct
vclc schcidingssystcmcn, zal dc zocktocht naar nieuwc cn andcre voorbcwcrkingsrncthoden nog
lang voortduren.
Ongeveer l0 jaar geleden werd vaste-fase micro-extractie (SPME) geïntroduceerd ie in
principe aan vele varl de hierboven genoemdc criteria voor een goede monster-
voorbcwcrkingstcchnick voldoct. Trjdcns ecn extractic worden de stoffen passicfvcrdeeld over
het monster en een laagje extractiernatcriaal (10-100;-rm) dat is aangebracht op een fiber.
SPME was in beginsel ontwikkeld voor de bepaling van vluchtige verbindingen in milieu-
monsters (water, lucht). Orndat een fiber slechts 0,1 mrn dik is en dus gemakkeli jk breekt, is
deze in een injectiespuit gemonteerd. Hierdoor werd tevens de hanteerbaarheid van de methode
aanzienlijk verbeterd en kan de fiber direct in een gaschromatograafworden gebracht. Doordat
de fiber in de darnp boven of direct in een monster kan worden geplaatst, kan SPME toegepast
worden voor zowel gasvorïnige, vloeibare als vaste monsters. De meest gebruikte fibers zijn
gecoat rnet het apolaire polydirnethylsiloxaan (PDMS) of het meer polaire polyacrylaat (PA).
Aflrankclijk van hct type coating en de eigenschappen van de te bepalen stof, worden de
verbindingen gead- of geabsorbeerd. Om de geëxtraheerde verbindingen te kunnen meten,
dienen deze uiteraard eerst weer uit of van de Í'iber te worden gedesorbeerd. Dit proces kan
plaatsvinden met behulp van wamte (thermische dcsorptie) of met vloeistof
(vloeistoÍïesorptie). Over het algemeen wordt SPME gekoppeld rnet GC, omdat de techniek
hiervoor oorspronkelijk was ontwikkeld. Standaard GC injectoren zoals bijvoorbeeld de
split/splitlozc injector kunnen worden gebruikt mits er een glazen liner in zit rnet een kleine
inwcndigc diameter om de thermische desorptie van analieten uit de fibercoating zo volledig en
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snel rnogeli jk te laten verlopen. SPME-CC is echter alleen geschikt r, 'oor stoffen die niet
ontleden br.1 vcrhoogde temperatulrr. Orndat een groot deel van alle geneesmiddclcn niet stabiel
is bij de voor GC benodigde temperatuur, ltkt de combinatic van SPME rnet LC vcclbelovend.
SPME kan nlct LC gekoppeld wordcn door rniddel van cen speciale desorptie-kamer die
gepositionccrd is op de injectiekraan. Hoewel het mercndeel van de SPME toepassingen og
stccds in de nril ieu-analysc plaatsvindt, wordt dc techniek nu ook veelvuldig toegepast in
anderc analyische gebieden zoals 'u't lor de analyse van biologische monsters. De toenernendc
aandacl'rt voor SPME geeÍ1 aan dat deze relatiel rrieuwc tnonstelvoolbewerkingstechniek e n
belangrr.lk alternatief gaat worden voor de bestaande technicken. Omdal SPME ccn sirrpele- en
in combinatie met GC oplosmiddclvri je rnethode is. is dcze techniek well icht in de toekomst
ook geschikt orn biologische monsters te extraheren aan het bed van de patiënt.
Aan het begin van het in dit proeÍ.schrift beschrcven onderzoek was SPME nog naur.vcli jks
toegepast voor de analyse van geneesmiddelen i  biologische mousters. Omdat de grootstc
categoric geneesmiddelen niet vluchtig zijn, is het onderzoek get'rasccrd op de dile-cte
introductie van de fiber in het biologische monster. Om de potentie van de methode voor dc
bioanalyse te onderzoekcn zijn de invloeden van cle bemonsteringscondities n die van cle
eigenschappen van hct analiet en Íiber-coating in kaart gebracht.
ln Hoofdstuk I worden de uitgangspunten en hct doel van hel uitgevoerde ondelzoek
bcschreven. Hoofdstuk 2 geeft een overzicht omtrent de mogelijkhcden van SPME voor de
bepaling van verscheidene gcneesmiddelen en andcre verbindingen in biologische monsters
zoals urine, plasma, bloed en haar. Het concept van SPME wordt kort beschreven en cnkele
theoretische en praktische aspecten u'orden nadcr toegelicht. Om de mogelr.lkheden van SPME
in de bioanalyse te laten zien. gaat hÈt rnerendeel var.r dit hoofdstuk over dc bepaling van
geneesmiddelen, drugs en velbindingen dic klinisch en toxicologisch van belang zijn. Vele
toepassingen worden besproken en vergeleken.
De invloeden van de bcmonsteringscondities zoals pH, aanwczigheid van zouten,
temperatuur en het roeren van het lnonster worden or.nschreven i  Hoofdstuk 3. Hierbij is c1e
nadruk gelegd op de factoren die een e'ffect hebben op dc extractie-opbrengst en de benodigdc
extractieti jd. Sectie 3.1 beschrijft de aspecten die van belang zijn bij het optimalisering van een
SPME-GC en SPME-LC methode voor geneesmiddelen i  urine narneli jk pH, zoutconcentratie
en roeren. Sectie 3.2 beschrijft de bepaling van de rnodelvcrbinding liclocaïnc in plasrna met
behulp van een 100-pm PDMS gecoate fiber. In deze sectie worden de invloeden van eiwitten
op de optimalisering van SPME nader omschreven. Eerr onteiwitt ingsprocedure is toegepast onr
het totaal gehalte aan lidocaïne in plasma te kunnen bepalen. De detectiegrens van de SPME-
GC-FID methode is 5 ng'ml' l idocaïne in plasn-ra. De extractie-opbrengst met behulp van de
PDMS gecoate fiber bedraagt 12% bij een evcnwichtstijd van 45 rnin. Met behulp van een 65-
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plx gecoate PDMS-divinylbenzeen gecoate Í ' iber kan zelfs een opbrengst van 80%o worden
verkregen. Het nadeel van deze fiber is echter clat deze slechts voor maximaal 25 extracties kan
worden gebruikt terwrjl PDMS-fibers geschikt zijn voor tenminstc 300 cxtracties. Tevens is een
mathematische vergelijking aÍgeleid waarrnee op eenvoudige wijzc lnct SPME de
geneesrniddel-eiwitbinding kan worden bepaald. Voor l idocaïne is een eiwitbinding gcvonden
dic ir.r ovcrccnstcmming is mct dc waardcn in de literatuur die met andere methoden zijn
vcrkrcgen.
In HooÍdstuk 4 worden de mogellkheden van meervoudige SPME bcschrcven. Extractie
en desorptie worden herhaald en het analiet wordt vcrzamcld aan het begin van het
analysesysteem alvorens de analyische meting te starten. In sectie 4. I worden de theoretische
aspecten van meervoudige micro-extractie onder niet-evenwichtscondities beschrevcn. Een
voorbccld van lnccrvoudigc SPME-LC is wccrgcgcvcn om te laten zien dat deze rnethode
gebruik kan worden om een beter courprouris tc vindcn tussen de benodigde extractietijd en de
extractie-opbrengst. Zowel de theoretische waardcn als dc gcmeten waarden laten zien dat de
extractie-opbrengst verdubbeld kan worden door rniddcl van rreervoudige SPME. Sectie 4.2
laat zien dat de n.rethode toegepast kan worden op geneeslniddclcn mct vcrschillende extractie
eigenschappen en in cornbinatie met GC waarbij na elke desorptie een efficiëntc focusscring
van dc analicten aan hct bcgin van dc kolorn kan plaatsvinden. E,r is een goede correlatie tussen
theorie en praktijk gevonden. De voorbeeldcn latcr.r zien dat het grote voordeel van
meervoudige extractie de tijdswinst is die kan wordcn bchaald. Mct behoud van extractie-
opbrengst kunnen de voorbewcrkingstr.lden vcrkort worden met een factor 2 zodat de
rnonstervoorbewerking kan plaatsvinden binnen de ti id die bcnodigd is voor de GC rnethode.
Het gebruik van derivatisering van analieten op dc fibcr is beschreven in Hoofdstuk 5. De
invloed van de Íysisch-chemische eigenschappen van de te extraheren geneesmiddclcn op de
extractie-eÍïciëntie (t l jd en opbrengst) is onderzocht door de eigenschappen te veranderen. Het
derivatiseren van amÍètamine op de Ílber t i jderrs de extractie is uitgevoerd door ecrst cen
PDMS Ílber te beladen met een derivatiseringsreagens (pentafluorobenzoylchloridc) alvorcns
een extractie uit te vocrcn. De optirnalisering van de gehele procedure is omschreven in sectie
5.1. Uit de chromatogramrÍren bli jkt, dat zowel de extractic-opbrcngst als ook de detectiegrens
kan worden verbeterd. Door middel van derivatisering kon de extractie opbrengst vcrhoogd
worden van 40% (evenwichtsti jd 105 minuten) naar 55% (evenwichtsti jd 55 rnin). Tcn opzichte
van de universele FID-detectie methode kan de respol.ls voor amfetamine mct ccn factor 1000
worden verhoogd indien elektroneninvangstdetectie (ECD) wordt gebrr.rikt. Scctic 5.2 laat de
toepasbaarheid van dc proccdurc in de bioanalyse zien. De invloed van matrix colnponentcn op
het derivatiseringsproces is onderzocht. Urinc monsters zijn geanalyseerd, waarbij
derivatisering op de Íiber plaatsvond ti jdens of na de extractie van amfctamine. De verschil len
in beide derivatiseringsmethoden zij  aangegeven met betrekking tot hct reagensverbruik ende
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selectiviteit. Tevens is zowel gebruik gernaakt van GC-ECD als GC-MS. Met behulp van de
geoptimaliscerdc rncthode kan ar.nfetarnine rnct beide detectoren worden gemeten in het pg/ml
gebied.
De derdc belangrijke parÍIlnetcr in de optinralisatic van SPME naast het aanpasscn van dc
monster condities en dc analiet eigcnschappen is de fibcr coating. LIct type coating bepaalt
uiteraard ook de extractie-opbrengst en extracticti jd. De ontwikkcling van een selectievc Ílbcr
coating is omschre'ucn in Hoofdstuk 6.' l jdens dit ondcrzoek zijn sil ica Í ' ibers gecoat lnet
polynreren waarin ecn molecuul-aÍdluk van clenbuterol is ger.naakt. Deze polymeren worden
"molecularly-irnprintcd polvurers (MlPs)" genoemd. Ecn procedure is ontu'ikkeld waalbij de
fibcrs rverdcn gecoat mct ccn 75-pm MIP laag. Broombutertl l  (cen structuuranaloog r, 'an
clenbuterol) is geëxtrahcerd uit urine rnonsters orn de selectiviteit van dcze zellgernaakte fibers
tc demonstleren. Tevens zijn de MIP gccoate Íibels vergeleken met fibers die zijn gecoat mct
polymeer zonder nrolecuul-af<!uk. Er worden ge en verschil len in cxtlactie- opbrengst
gc'u'onclen tussen beide fibcrs indien extractie plaatsvindt uit watcrigc monsters. hr organisch
rnil ieu (acetonitl i l) u,ord daarenteqen voor de MIP-frbers ecn opbrengst van 8091o gevonclcn
terwij l de l lbers met blanco-polymeer geen broombuterol extraheren. De resultaten in dit
hoofdstuk laten zien dat rret behulp van deze llber selccticve xtractie van genecsmiddelcn uit
biologischc lrolrstcrs nrcgell ik is. Hiertoe wordt het gencesmiddcl eerst uiet-sclectief uit hct
urine monster geëxtrahcerd, n'aanra door een $'asstap r.nct acctonitril de gervenste sclectiviteit
wordt verkregcn.
Het proelschrifï wordt afgesloten rnct enkele algcrrlene conclusies over de toepasbaarheid
en de mogeli jkhedcn van SPME in de bioanalyse (Hoofdstuk 7). Bovendien wordt deze
rricuwe geminiaturiscerdc cxtractietcchniek vcrgeleken lnet urcel conventioncle
monstervoorbewcrkin gstechn icken.
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